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(54) Verfahren und Vorrichtung zur Sammlung und Weiterverarbeitung von spezifischen 
Blutkomponenten bei kontunierlichen laminaren Stromungsverhaltnissen 

(57) Bei einem Verfahren zur Sammlung von spezi¬ 
fischen Blutkomponenten bei kontinuierlichen, lamina¬ 
ren Stromungsverhaltnissen. wobei dem Patienten 
mittels einer ersten Leitung Blut entnommen und einer 
der Separation der Blutkomponenten dienenden Zentri- 
fuge zugefuhrt und uber eine Ruckfuhrleitung dem Pati¬ 
enten Blut mit der Entnahme-ZufluBrate zuruckgefuhrt 
wird, wobei die Separation bestimmt wird durch den 
Geometriefaktor der Zentrifuge, durch die Rotationsge- 
schwindigkeit der Zentrifuge und die Positionierung der 
Entnahmeleitung an der Zentrifuge, und wobei charak- 
teristisch fur die Separation einzelner bestimmter Blut¬ 
komponenten ein Trennungsoptimierungskoeffizient 
T ok ist. ist vorgesehen, daB zur Sammlung von Blut- 
stammzellen bzw. mononuklearen Zellen der Tren- 
nungsoptimierungskoeffizient T 0 k zwischen 140 und 
190, vorzugsweise bei ca. 176 iiegt, una/oaer daB bei 
Sammlung von Thrombozyten bei BlutfluBgeschwindig- 
keiten zwischen 30 und 100 ml/mi n der Trennungsopti- 
mierungskoeffizient zwischen 600 und 700, 
vorzugsweise bei ca. 649 Iiegt. 
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Beschreibung 


Tde SlfScT S 2 ™rf 9 “ ae dem 0be ' be9ri,, ron Ans ^ ch ’ • » fe * baispi^eise 

aus ut 38 28 120 C2, DE 38 28 618 C2 und EP 0 654 277 A1 bekannt ist. 

[00° 2 ] Fur die semiqualitative Sammlung von spezifischen Blutkomponenten, Thrombozyten, Monozvten bzw den- 
dritischer Zellen Oder peripheren Blutstammzellen (CD34+-Ze!len) bzw. Sammlung der genannten Zellen aus Kno 
chenmarksblirt verden A^eresesyste™ auf der Qmndlage der Zentrdugalmethode genua. 

E'genschaften einer Zentnfuge werden zur Trennung von Blutkomponenten aus zweierlei Grunden eing^setzt einmal 
um d'e Sedimentationsgeschwindigkeit von „Makromolekulen" in den Bereich der Messbarkeit [Konzemri.erung] anzu- 

Um f ne 9Ut6 Trennung der ents Prechenden Komponenten des Gemisches (Blut) z^ errei- 
chen. Beides .st mogl.ch, we.l anstelle der Schwerkraft die ganz wesentlich vergroBerte Zentrifugalkraft auSentIrtzt 

kerGru^Tatzlirh 9 '^ 1 u B6de T^ hat d ' e Zentrifuge wegen d6r deutlich vergrOBerten SedimentLnsgeschLdig- 

6,ne V0 "' 9 SCharfe Trennun 9 der Komponenten, sondern fur jede Komponente 
kommt es zu einer Verteilung der Anzahldichte, die stets ihr Maximum beim grOBtmOg lichen Abstand von de^Dreh- 
achse hat. Dabei -st zu berucksichtigen, daB das Optimum fur die Sammlung die jeweiligen Kompone^n in einem 

bilitstTr 9 K nen f tniSder Sediment-ationsgeschwindigkeiten, ihrer Anzahidichten sowieder Kompressi- 

b,I,tat der Komponenten abhangt. Inkompressible Medien, wie Blut, haben eine konstante Dichte. Um eine gute Tren¬ 
nung der genannten Blutkomponenten des Blutgemisches zu erreichen sind folgende Punkte zu berucksichtigen: 


aa) Handelt es sich bei der eingesetzten Methode um ein kontinuieriiches oder diskontinuierliches Verfahren. 


ab Be kontinuiedichen Verfahren wird das Blutkomponenten-Gemisch mit einer vorher definierten Geschwindig- 
keit miymm emer Person Oder einem Knochenmarksblut-Sammelbeutel, mittels eines Katheders (zentral Oder pert 
phe) oder durch Konnektierung des Knochenmarkblut-Sammelbeutels mit dem sterilen Apherese- 
Schlauchsystem entnommen und der Zentrifugen - Apheresemaschine zugefiihrt. Innerhalb der Apheresema- 
Shln^'GeSt ?elikom P°"enten-Gem.sch den zur Trennung der Komponenten notwendigen biologiSh-physika- 
. G t u u unt ® rzo gen und dem Spender/Knochenmarksblut-Sammelbeutel uber einen 
Ruckfuhrungsschlauch mit der gleichen Entnahme—Volumen-Geschwindigkeit ml/min zuruckgefuhrt In der Aphe- 
resemaschinen -Trennkammer herrschen folglich die gleichen Geschwindigkeiten 


nip S n ?T rennv0rgan ges laminare Oder turbulente Stromungsverhaltnisse vor Nur auf das lami¬ 
nare Stromen von Fl^^^^ m,t konstanter Viskositat kann das Gesetz, von Hagen - Poiseuille angewendet 
werdea Es ist deshalb notwendig zuerst zu klaren ob laminare Stromungsverhaltnisse wahrend des Trennvorgan- 
ges vorherrschen. Fur diese Klarung hilft die Reynolds-Zahl Re. 9 


c) Definition der Reynolds-Zahl Re 

na JST d ' e Str ° mungsgeschwindi 9 k e't einer Flussigkeit eine gewisse Grenze uberschreitet, dann geht die lami- 

vfskn^tTp^p'i e ' n ! ti ; rbU nte Strdmung Qber - Diese kritische Geschwindigkeit hangt von der Dichte und der 

F T' e T " R3diUS " d6r R6hre *■ Eine WiChtige Kenn2ahl zur Charakterisierung von 
Flussigkeitsstromen ist die Reynolds-Zahl Re, die durch y 


oerimert .st, wobei v die mittlere Stromungsgeschwindigkeit der Flussigkeit ist. Experiments haben gezeigt daB die 
Stromung von Flussigkeiten mit einer Reynold-Zahl von bis zu 2000 laminar und fur Werte uber 3000 turbulent ist 
Fur Werte zwischendiesen beiden Grenzen ist die Stromung instabil und kann von einem Typ in den anderen uber- 


Rr _ 2 %..mr (1060 kg/m Vm/s 


4*10 3 Pa *s 


d) Reynoldsche Zahlen von Blut in AhhaminiraK riaf cMm 


Tabelle 1 


GBV 

v = m/s 

Re 

GBV 

< 

II 

1 

Re 

ml/min 



ml/min 



174 

0,01465 

61 

92 

0,00774 

32 

164 

0,01379 

58 

82 

0,00689 

29 

154 

0,01295 

54 

72 

0,00605 

25 

144 

0,01211 

51 

62 

0,00521 

22 

133 

0,01118 

47 

51 

0,00429 

18 

123 

0,01034 

43 

41 

0,00345 

14 

113 

0,00950 

40 

31 

0,00261 

11 

103 

0,00866 

36 





Zum Vergleich: die Stromungsgeschwindigkeitdes Blutesbeim AusstoR aus der linken Herzkammer (bei 75ml pro 
Kontraktion) in die Aorta betragt ca. v = 1 m/s, d.h. eine Re = 5000. Die Stromung in der Aorta ist somit eher tur¬ 
bulent. 


Tabelle 2 


Reynoldsche Zahlen der einzelnen zellularen Blutkomponenten 

GBV ml/min 

Thrombo 

Lympho 

CD34+ 

Mono 

PNC 

Ery 

154 

53 

54 

54 

54 

56 

56 

144 

50 

50 

51 

51 

52 

52 

133 

46 

47 

47 

47 

48 

48 

123 

42 

43 

43 

43 

44 

45 

113 

39 

40 

40 

40 

41 

41 

103 

36 

36 

36 

36 

37 

37 

92 

32 

32 

32 

32 

33 

33 

82 

28 

29 

29 

29 

30 

30 

72 

25 

25 

25 

25 

26 

26 

62 

21 

22 

22 

22 

22 

23 

51 

18 

18 

18 

18 

18 

19 

41 

14 

14 

14 

14 

15 

15 


e) Gesetz von Hagen — P iseuille 

Bedeutung des von Hagen-Poiseuillen Gesetzesfur Blut. 

8p-?ajv 

rn 


Blut ist eine komplexe Flussigkeit bestehend aus festen Bestandteilen mit verschiedenen Formen, die im Blut- 
plasma suspendiert sind. Die roten, scheibenformigen Blutkorperchen, sind bei niedrigen Geschwindigkeiten 











Hagen-Poiseuille ist streng genommen nicht mehr gultig. Trotzdem ist es eine gute Naherung, die GesetzmaBig- 
keiten des Blutflusses qualitativ verstehen hilft. 

Wenn die Stromungsgeschwindigkeit einer Flussigkeit eine gewisse Grenze uberschreitet, dann geht die laminare 
Stromung in eine turbulente Stromung uber Diese kritische Geschwindigkeit hangt von der Dichte und der Visko- 
sitat der Flussigkeit sowie vom ..Radius" der Rohre/Kanals ab. 

f) Viskositatswiderstand = Reibungswiderstand 

Beim Sinken eines Korpers in einer Flussigkeit mussen mehrere Krafte berucksichtigt werden. Es wirken zum 
einen die Gravitationskraft F Gra und der entgegengerichtete Auftrieb F Auf . Fur die wirksame Differenz beider Krafte 
gilt: 


^Gra ^ Auf = ^ n * r 3 * (° ' CT f|) * 9 

Die Masse m der Kugel bzw. des kugeligen Elementes und die Masse m fl der verdrangten Flussigkeitsmenge. 
werden durch das Volumen und die zugehOrigen Dichten a und <jf| ausgedruckt. Wenn nur diese resultierende Kraft 
wirken wurde, ergebe sich eine nach unten beschleunigte Bewegung der Kugel. Dies geschieht auch. Es stellt sich 
aber schlieBlich eine gleichformige Sinkgeschwindigkeit ein. Sie kommt aufgrund der zusatzlich wirkenden Rei- 
bungskraft in der Flussigkeit zustande. Nach Stokes gilt fur die Kraft, mit der ein kugelformiges Teilchen des Halb- 
durchmessers r mit konstanter Geschwindigkeit v durch ein Medium der Zahigkeit r\ bewegt wird: 

F s = 6 n r] r v z 

Sie ist geschwindigkeitsabhangig und nimmt mit der Geschwindigkeit zu. Auf diese Weise ist es erklarlich, 
warum die Sinkgeschwindigkeit einer Kugel zunachst zunimmt, bis bei einer Grenzgeschwindigkeit die bremsende 
Reibungskraft, die aus Gravitation und Auftrieb resultierende Kraft kompensiert. Der Quotient aus der Kraft F 3 und 
der Geschwindigkeit v z ist der Reibungskoeffizient fp, er wird ausgedruckt durch: 

f R = 6*7t * n *r 

Wenn die Gestalt des/der Teilchen von der Kugelgestalt abweicht, dann dart diese Formel nicht mehr ange- 
wendet werden. Es ist zulassig, fp zu eliminieren, wenn irgendeine andere Eigenschaft bekannt ist, die von fp 
abhangt. Fur den Diffusionskoeffizienten D der Teilchen in einer verdunnten Losung gilt: 

D K = k T/6 n t) r 

Dabei ist es nicht unerheblich welche dynamische Viskositat das stromende Medium besitzt. 
g) Druck [p] und Kompression 

F n ist der Betrag, der senkrecht zur Flache A wirkenden Kraftkomponente F n => 

p = F n / A (N/m 2 ) = 1 Pascal = 1 Pa 

Zur Betrachtung der Druckverh&ltnisse (hydrostatischen Druck) in einer Flussigkeit muB das Gewichtder Flus- 
sigkeit/Mediums mit einbezogen werden, der Schweredruck muB hinzugefugt werden. Aufgrund der Gewichtskraft 
F n = m‘g in einer Flussigkeitssaule wirkt sich am Boden (Schicht) der Schweredruck aus. Das Volumen einer 
Flussigkeitssaule V = A * h, mit der Dichte a ist die Masse dieser Saule m = a*A'h=> der Schweredruck am 
Boden der Flussigkeitssaule 


Ps = a * 9 * h => 

Der erzeugte Schweredruck ist bei einer bestimmten Substanz mit der Dichte a nur der H6he h der Flussig¬ 
keitssaule proportional. Dies bedeutet, daB in einer beliebigen Tiefe hi innerhalb der Flussigkeitssaule der Schwe¬ 
redruck p, = a * g * h, betragt. Bei einer nach oben geoffneten Flussigkeitssaule wirkt zusatzlich der 



Ganz allgemein gilt, daB sich der Druck in einer bestimmten Hohe unterhalb Flussigkeitsoberflache aus Stem- 
peldruck p st und Schwerdruck zusammensetzt => 


P = Psi + CT *9’h 

Die Zentrifugalkraft F 2 auf ein Masseelement m im Abstand r von der Drehachse (Umlauffrequenz f u/sec , Win- 
kelgeschwindigkeit <o = 2nf) ist nach dem II. Newtonschen Axiom definiert 

F z = m*r*(2 tiO 2 

Die Zentripetalkraft F p , ist der von F z gleich. Diese kann aber nur durch den Flussigkeitsdruck p aufgebracht 
werden, der danach an der Vorder- und Ruckseite A (gesamtumgebend), bei r und r + 6r des Masseelementes sich 
gerade sobrtterscheidet, da 13 die Kraftdifferenz gleich F 2 ist 

Fp = CT fj * A * 8r * r * to => 

In einer Zentrifuge wird folglich die Schwerebeschleunigung durch die Zentrifugalbeschleunigung a z = r * a> 
ersetzt, und diese ist folglich nur noch vom Abstand r der Drehachse abhangig. Sie steigt proportional zu diesem 
Abstand an. Es ist nun moglich die Funkton p = p r durch eine einfache Integration aus der Druckgleichung darzu- 
stellen, 


p = p 0 + a ll * 1 / 2 *<» 2 (r 2 —r 0 2 ) 

dabei ist r 0 der innere Radius, bei dem der Druck p = p 0 betragt. Bei den weiteren Oberlegungen muB nun beruck- 
sichtigt werden ob die entsprechende Flussigkeit kompressibel ist. Blut als Gemisch ist ein inkompressibles 
Medium. Die einzelnen Komponenten wiederum besitzen ein unterschiedliches elastisches Verhalten, das Elasti- 
zitatsmodul, und sind damit kompremierbar. Ob sich die Kompremierbarkeit auf das Volumen der einzelnen Kom¬ 
ponenten auswirkt, hangt von der GroBe des Kompressionsmoduls ab. 

Die auf einen Querschnitt bezogene, senkrecht zur Oberflache eines Korpers angreifende Kraft a = F/A [Ein- 
heit = 1N/m2 = 1 Pascal (Pa)] heiBt Normalspannung. Positive Spannungen werden als Zugspannungen, negative 
als Druckspannungen definiert. Nach dem Hookeschen Gesetz 81 = a * Flp/A (a Materialkonstante) ist a der Deh- 
nungskoeffizient, sein Kehrwert 


1/a = E 

ist das Elastizitatsmodul. Dieses hat die gleiche Einheit wie die Spannung a. Wird auf einen Korper ein allseitiger 
hydrostatischer Druck -cr = 5p ausgeubt, so ist die Volumenanderung dreimal so groB: 

6VA/o = [3(1- 2fi)/E]5p = -%8p 


dabei gilt 


X = - (1/ V 0 ) (6V/8p) = [3(1- 2\x)fE] = 1/K 


Der reziproke Wert 1/x = K heiBt Kompressionsmodul. Dieser ist ein MaB fur die Volumenelastizitat fester und 
flussiger Stoffe. Da das Volumen aller Korper durch Druck verkleinert wird (SV > 0 fur 5p > 0), gilt stets 

X > 0 und daher p < Vfc 

Die Kompressibilitat von Flussigkeiten ist temperaturabhangig und ubersteigt die von Festkorpern urn ein bis 
zwei Zehnerpotenzen. So ist die von Wasser bei 293 Kelvin 4,591 * 10' 10 Pa' 1 = 4,591 * 10' 5 bar' 1 . => 
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V Neu = ^ 0 (x 8p V 0 ) 

Wenn auf alle Flachen eines Elementes derselbe spezifische Druck ausgeubt wird, dann wird eine gleichfor- 
mige Kompression erzielt. Das Kompressionsmodul K istdas Verhaltnis von Kompressionskraft pro Flacheneinheit 
5 / Volumenanderung pro Volumeneinheit. Da alle Materialien ihr Volumen verkleinern, wenn sie einem auBeren 

Druck ausgesetzt sind, wird ein Minuszeichen eingefuhrt um K positiv zu erhalten. Der von der Flussigkeit ausge- 
ubte Druck ist aquivalent zu seiner Schubspannung, und die relative Volumenabnahme (-8V/V) ist die Kompressi- 
onsverformung. Das Konzept von Kompressionsmodul und Kompressibilifat kann sowohl auf Flussigkeiten und 
Gase als auch auf Festkorper angewendet werden. Flussigkeiten und Festkorper sind relativ inkompressibel; sie 
io haben folglich kleine Werte fur die Kompressibilitat und groBe fur das Kompressionsmodul. Nach dem Gesetz von 
Boyle und Mariotte (bei konstanter Temperatur) kann wie folgt als Naherung (Einstein Ann. Physik 1905) die 
Zustandsgleichung fur ideale Gase angewendet werden. 


pV = KnRT => 

15 

K = p V/n R T 

[ p = Druck ; V = Volumen; n = Anzahl Mol; R = Boltzmann-Konstante; T= Temperatur (Kelvin) ] 

Um ein entsprechendes % fur die einzelnen Komponenten zumindest nahrungsweise zu erhalten, wird davon aus- 
20 gegangen, daB die Volumenbestimmungen der Zellkomponenten bei normaler Raumtemperatur (293 Kelvin) und 
entsprechendem normalen Atmospharendruck ermittelt werden. Da biologische Elemente zu weit uber 90% aus 
Wasser bestehen, wurde das -/ fur Wasser mitberucksichtigt. Die Zellmembranverdichtung sowie Zellkernverdich- 
tung bei entsprechenden Drucken wurde nicht berucksichtigt. 

25 h) Stromstarke 

Stromstarke (Volumenstrom) 

Bei einer inkompressiblen Flussigkeit wie Blut ist der Volumenstrom durch jede Ebene der Flussigkeit gleich 
groB: 

30 ■> 

V st = v * A = konstant = cm /min 


35 i) Sedimentation 

UBt man einen Korper der Masse m (z.B. eine Kugel) in einer viskdsen Flussigkeit frei fallen, dann nimmt er 
nach einer gewissen Anlaufbewegung eine konstante Fallbeschleunigung an, die Sedimentationsgeschwindigkeit 
genannt wird. Sie ist durch das Gleichgewicht bestimmt, das zwischen den folgenden Kraften besteht: Die 
Gewichtskraft F G = mg, die vertikal nach unten gerichtet ist, die Auftriebskraft F A =m fl g (rrifl Masse des ver- 
40 drangten Flussigkeitsvolumens) die vertikal nach oben gerichtet ist und die Reibungskraft F R die der Geschwindig- 
keit des Korpers entgegengerichtet ist. An dem sinkenden Korper haftet eine dunne FIQssigkeitsschicht, und daher 
ist fur die Reibung tatsachlich die innere Reibung der Flussigkeit bestimmend, nicht die Reibung zwischen fallen- 
dem KCrper und Flussigkeit. Fur die Reibungakraft als Funktion der Geschwindigkeit gilt, daB sie proportional und 
entgegengesetzt zur Geschwindigkeit gerichtet ist (negatives Vorzeichen). Daraus folgt 

45 

Speziell, wenn der Korper eine Kugel vom Radius r ist, gilt die Stokes’sche Formel 
oo F K = - 67t r t| v" / R = 6 7t r r| 

wobei ti die dynamische Viskositat (Plasma = 1,73 * 10 -3 Ns m' 2 ) betragt. 

Konstante Sinkgeschwindigkeit v 3 tritt dann ein, wenn die Summe der Krafte gleich Null ist. Aus dieser Tatsache 
laBt sich die Sedimentationsgeschwindigkeit berechnen: 

55 

m ' m n „ _ 1 ’ CJ II /<J 2 2 1-a,|/cr 
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Da die Sedimentationsgeschwindigkeit von da,^ScKdrpern zu 
derum von E-doberflachenbesibleunW^ * 2U ersel2ea Die Sed i m enlafons9e$chwn- 

ermitteln, InZentrifugen istg durchdie Ze 9 Zen 9 lrifu g e auftretendeKraftfeldbetrachtet,dannwirdg 

£"X n SSS'S"^ndigW (= 2« W) -z *r Abstand des be.-acme.en W 

vonder Rotationsachse => 

/ R = (dr z /dt) = (1 -v z *ct) *m* o *r z 

, al , die K—nme in, Diffusionsgeselz {D = K T/6 n r- r K ) undid, Qeselz for die 

Wenn man nun annimmt, daB die Konsiarue »r»" * _ _*,*.*. 

Sedimentation dieseibe ist, dann kann sie eliminie,. werden und man email. 

- - -v s = M ‘ D K * (1 - v z ‘a)/RT 

zu ersetzen, nutzen. 

M molar = m * N a = 9 /fno1 

For den ne^iziemen f B zieb, man den Zusammenbang mb dem Ddfusionskoedizienten D K be,an. 
D K = k*T/f R ,diese 

Beziehung wurde 1905 durch Einstein abgeleitet => 


N A *k*T = RT 



For die Sedimentationsgeschwindigkeit nach Svenberg gilt. 

s = (8r/(5t)/ oj 2 r = Sedimentationskonstante => 


V, = c * r * o 2 ' Mmole, * (1 - Vsp * o) (1 //r) 


Urn das Sedimentationsgleichgewicht fur die einzelnen Komponerrten zu bestimmen, im Gleichgewicht sind 
die Sedimentationsgeschwindigkeiten ausgeglichen kann durch Integration z.B. Abstand 1 gleich r 1 und Abstand 2 
gleich r 2 , das molare Massenmittel M bestimmt werden. 


M = [2 RT ln(c 2 /Ci)] / [(1-VspG) © 2 (r 2 2 - ri 2 )] 


10 


-Tabelle3a 


15 


v sp 

K 

X 







Nscrrf 1 


Thrombo 

0,9615 

1.9421E+09 

5.14904E-10 

4.48E-06 


Lympho 

0,9470 

1.9127E+09 

5.22826E-10 

1.39E-05 

20 

CD34+ 

0,9443 

1.9073E+09 

5,2431 IE-10 

1.79E-05 


Mono 

0,9407 

1.9001E+09 

5,26291 E-10 

2.20E-05 



0,9200 

1.8581E+09 

5,38174E-10 

1,71 E-05 

25 

B 

0,9132 

1.8446E+09 

5,42135E-10 

1.22E-05 

30 

Tabelle 3b 




■a 




imam 





Thrombo 

4.48E-08 


9,1 IE-14 

2,4611E+03 

35 

Lympho 

1.39E-07 

2.95E-11 

2.95E-14 

2,4611E+03 


CD34+ 

1.79E-07 

2.28E-11 

2.28E-14 

2,4611E+03 


Mono 

2.20E-07 

1.86E-11 

1.86E-14 

2,4611E+03 



1.71E-07 

2.39E-11 

2.39E-14 

2,4611E+03 



1.22E-07 

3.34E-11 

2.34E-14 

2,4611E+03 


[0003] Damit ist in einem Gemisch aus Stoffen unterschiedlicher molarer Massen die Sedimentationsgeschwindigkeit 
verschieden. Es wird folglich eine Entmischung des Gemisches eintreten, die sich als DichteSnderung der Flussiakeit 
is bemerkbar macht. 


Tabelle 4a 



V lumen 

r 

d 

Dichte 


Liter 

m 

m 

kg/dcm 3 






Vollblut 




1,060 

Plasma 




1,030 

Thrombo 

1.20E-14 

1.38E-06 

2.75E-06 

1,040 

Lvrmhn 

7 90P-1A 

o p n* 

A QCCAC 
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Tabelle 4a (fortgesetzt) 



Volumen 

r 

d 

Dichte 


Liter 

m 

m 

1 

CD34+ 

1.00E-13 

2.83E-05 

5.66E-05 

1,059 

Mono 

1.33E-13 

3.14E-05 

6.29E-05 

1,063 

PNC 

2.40E-13 

3.86E-05 

7,71 E-05 

1,087 

Ery 

9.20E-14 

2.80E-06 

5.60E-06 

1,095 


Tabelle 4b 



Dichte 

Dichte 

Masse 

^molar 


g/ml 

g/fl 

kg/Zelle 

kg/mol 






Vollblut 

1,060 

1.060E-15 



Plasma 

1,030 

1.030E-15 



Thrombo 

1,040 

1.040E-15 

1.25E-14 

7.52E+07 

Lympho 

1,056 

1.056E-15 

7.60E-14 

4.58E+08 

CD34+ 

1,059 

1.059E-15 

1.06E-13 

6.38E+08 

Mono 

1,063 

1.063E-15 

1.42E-13 

8.53E+08 

PNC 

1,087 

1.087E-15 

2.72E-13 

1.64E+09 

Ery 

1,095 

1.095E-15 

1.01E-13 

6.07E+08 


[0004] Grundsatzlich erhalt man aber keine vollig scharfe Trennung der Komponenten, sondern fur jede Komponente 
kommt es zu einer Verteilung der Anzahldichte, die stets ihr Maximum beim groBtmoglichen Abstand von der Dreh- 
35 achse hat. Von diesem Maximum ktingt die Dichte nach innen ab und verlauft nach der gleichen GesetzmaBigkeit wie 
die Dichte der atmospharischen Luft. 


P = p 0 exp [ - (M molar W) *h] 

40 [0005] Ersetzt man nun die in der o.g. Formel g durch a 2 so erhalt man die Anzahldichte der Komponente mit der 

molaren Masse M m0 | ar 


n r = n 0 exp ( [Mmoiar/ 2 RT] * (1 - on/a) * (r 2 m, x - r 2 ) * eo 2 ) 
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Optimierung der maschinellen Funktionsparametereinstellung von Apheresemaschinen 
55 [0006] 

1. Zentrifugenumdrehungsgeschwindigkeit (rpm) 

(Anhang Seite 41; Graphik 1 und 2) 
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Um eine optimale Sammlung von spezifischen Zellkomponenten zu erhalten, wurden die o.g. physikalischen 
und biophysikalischen Erkenntnisse herangezogen. Dabei ist es notwendig die Anzahldichte/pl bzw. /ml innerhalb 
der Zentrifugen so zu berucksichtigen, daR ein optimales Verhaltnis der zu sammelnden Zellkomponenten zu den 
nicht zu sammelnden Zellkomponenten vorliegt, hierbei mussen insbesondere die Sedimentationsgeschwindigkei- 
5 ten der einzelnen Komponenten, sowie die Zeit. der sie der Zentrifugalkraft ausgesetzt sind berucksichtigt werden. 
Allgemein kann fur die Zentrifugalwirkung formuliert werden, 

G = r *[Umin _1 /1000] 2 '11,18 m s' 2 ^> 
io a r = r * o> 2 = r * (2 nf) 2 => 

a z = m * r * <d 2 = m * r * (2 it f) 2 


FOr die Zentrifugalwirkung einer Zentrifuge, Abstand von der Zentrifugenachse konstant, stehen die g-Zahl 
und Zentrifugationsdauer in reziprokem Verhaltnis, soda(3 bei Verdopplung der Zentrifugendauer die g-Zahl hal- 
biert werden kann und umgekehrt. Der Faktor 11,18 m s‘ 2 leitet sich von der Erdbeschleunigung ab. Um diese Opti- 
mierung zu erreichen, mussen die o.g. Krafte, Geschwindigkeiten welche innerhalb der Zentrifuge herrschen, 
moglichst genau bestimmt werden, woraus sich der Trennungsoptimierungskoeffizient = T OK oder auch Separati- 
onsfaktor SF fur die jeweiligen zu sammelnden Zellkomponenten ermitteln laRt. 

T ok = [r * (2 tuO 2 * t * Fv K * 1/ty [GF/g] 

1.1. Die Sammlung von Blutstammzellen bzw. mononuklearen Zellen = MNZ ist dadurch gekennzeichnet, da8 
deren Intervall fur T OK ( MNZ j = SF zwischen [140 —190] liegt, genau berechnetbei 

Tok(mnz) “ SF = 176 


Gegenwartig werden fur die Sammlung dieser Zellkomponenten Mindest-werte gleich T OKfMNZ) = SF von 
[400 —500] 500 empfohlen. 

1.2. Die Sammlung von Thrombozyten, bei BlutfluRgeschwindigkeiten zwischen 30 und 100 ml/min, ist 
dadurch gekennzeichnet, daR das Intervall fur T OK(MNZ) = SF zwischen [600 — 700] liegt, genau berechnet 
bei 

Tok(ti<) - SF = 649 

Gegenwartig werden fur die Sammlung dieser Zellkomponente Mindest-werte gleich T OK(MNZ . = SF von 
[1000—3700] verwendet. 

Da der T OK = SF eine Konstante ist, ist die Umdrehungsfrequenz (rpm) der Zentrifuge vom GesamteinlaR 
( GF mi/min). Volumen input (ml/min) in die jeweilige Zentrifugenkammer abhangig und durch die Formel 1 gekenn¬ 
zeichnet => 
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Formel 1 


rpm = a* GFmt/min 


55 


(a und b-| sind Konstanten, reelle numerische Werte, die bei der Gewinnung der definierten Zellkomponenten ver- 
schieden sind) 




2. Thrombozytenreicher Plasmavolumenanteil ml/min (TrPVat m i; min ) 

(Anhang Seite 42; Graphik 3) 

Fur die Ermittlung der optimalen Stelle, an der sich die gewunschten zu sammelnden Zellkomponenten in 
einem geschlossenen Zentrifugenkana! befinden, kommen die GesetzmaBigkeiten der Sedimentation zur Anwen- 
dung. Es werden sich die Zellkomponenten mit der groBten Dichte (spez. Gewicht = kg/dcm3) am maximalen, wah- 
rend die mit der geringsten Dichte am minimalsten Abstand von der Drehachse anreichern. Urn die o.g. Stelle in 
dem getrennten Gemisch zu ermitteln, muB beachtet werden, daB Eine, wenn auch nicht vollig scharfe Trennung 
der einzelnen Komponenten des Gemisches, aber doch eine weitgehende Entmischung eingetreten ist und sich 
somit eine Dichteanderung des „Gemisches" eingestellt hat. Urn die determinierte Zellkomponente aus dem neu 
entstandenen „Gemisch" sammeln zu konnen, muB der Volumenanteil TrPVat m | /mjn (z.B. thrombozytenreicher 
Plasmaanteil) des .Gemisches", welcher sich uber der determinierten Zellkomponente gebildet hat entfernt wer¬ 
den. Dieser Vorgang kann z.B. durch eine kontinuierliche Pumpe durchgefuhrt werden. Zur Gewinnung von throm- 
bozytehreichefTPIasma ist - dies nicht _ hbtwendig7^ia^las _ thrombozytenreicfie _ Plasma autgrundHer geringsterT 
Dichte die oberste Schicht in dem neu entstandenen .Gemisch" bildet. Die Ermittlung der Pumpengeschwindigkeit 
des TrPVat ml / m j n wird durch folgende Formel gekennzeichnet: 


Formel 2 


TrP\/at m iAnin= a Tr pvat * e " b ‘ Korr HkL 


Hkt. = Hamatokrit des Vollblutes = der Volumen - Prozentanteil, den in 1 jil Vollblut die Erythrozyten einnehmen. 
Hkt. (%) * 10 = MCV (urn 3 ) * Ery 10 6 /nl 

Naherungswerte des Volumenanteiles (%) der einzelnen spezifischen Zellkomponenten (Zk spef.) in 1 nl Vollblut = 

1. Fur Thrombozyten (%) * 10 6 = Anzahldichte/pl (Azd^) * Zellvolumen fl (ZV fl ) z.B. Azd p | = 166 * 10 3 ; ZV fi = 
1.2 * 10— 14 dem 3 =>0,199% 

2. Fur die Leukozyten, muB durch die Differentialblutbestimmung bzw. mittels DurchfluBzytometrie die relati- 
ven Prozentanteile innerhalb der Leukozyten ermittelt werden: z.B. (Leukozyten =) Azd^ = 35.6 * 10 3 => 

2.1. Fur Lymphozyten (5%) Azd^ = 1.78 * 10 3 ; ZV„ = 7,2 * 10“ 14 dcm 3 => 0.013 % 

2.2. Fur CD34+ (1%) Azd^j = 3,56 * 10 2 ; ZV f , = 10 * 10~ 14 dem 3 => 0.004 % 

2.3. Fur Monozyten (8%) Azd^ = 2,85 * 10 3 ; ZV t , = 13 * 10~ 14 dem 3 => 0.038 % 

2.3. Fur PNC (86%) Azd^, = 30,6 * 10 3 ; ZV fl =25 * 10“ 14 dem 3 => 0.765 % 

3. Fur Erythrozyten Azd (J = 4,79 * 10 6 ; ZV fl = 9,4 * 10- 14 dem 3 => 45,02 % 

Daraus ergibt sich ein .zellfreier" Plasmaanteil von 54%. 

Aus den oben gezeigten Daten wird ersichtlich, daB der Hamatokrit, gemessen am Gesamtzellvolumenanteil etwa 
1 % hoher liegt => 46%. 

Die nachfolgenden Tabelle 5a und 5b kennzeichnen durch die Anzahldichteformel wie sich die Anzahldichte 
der Zellkomponenten auf der Grundlage von 

n r = n 0 exp ([M mo|ar /2 RT] * (1 - 0 ,,/ct) * (r z max - r 2 ) * oo Z ) 

unter definierter Krafteinwirkung verandert. 

Als Ausgangspunkt wurden die Daten des Beispieles der Beschreibung fur TrPVat und der Umdrehungsgeschwin- 
digkeiten (Graphik 1) eingesetzt. 


Tabelle 5a 


GF 

Thrombo 

Lympho 

CD34+ 

30 

2.92E+06 

3.62E+04 

7.40E+03 

40 

2.97E+06 

3.68E+04 

7,51 E+03 

50 

3.01 E+06 

3.72E+04 

7.59E+03 
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[0007] Aus den oben gezeigten Anzahldichteveranderungen ist ersichtlich, daB die zellularen Komponenten, auch 
45 wenn sie keinen groBen prozentualen Volumenanteil annehmen, im Gesamt — Komplex beachtet werden muss n, da 
die jeweils determinierte Zellkomponente nach der Entfernung des Plasmas ihren Volumendichte-Anteil verandert. Auf- 
grund dieser Gegebenheit wurde fur die Ermittlung von TrPVat m |/ min der HSmatokrit-Korrekturfaktor eingefuhrt. 

[0008] In den nachfolgenden Tabelle 6 sind zur Vereinfachung der prozentuale Korrekturfaktor fur den Hamatokrit in 
Abhangigkeit vom PNC-Anteil = Korr.-Hkt. dargestellt. 

50 


Tabelle 5b 


GF 

Mono 

PNC 

Ery 

30 

6.04E+04 

6.86E+05 

1.03E+08 

40 

6.12E+04 

6.94E+05 

1.04E+O8 

50 

6.19E+04 

7,01 E+05 

1.06E+O8 

60 

6.24E+04 

7.07E+05 

1.06E+08 

70 

6.28E+04 

7.12E+05 

1.07E+08 

80 

6,32E+04 

7.16E+05 

1.08E+08 

90 

6.36E+04 

7.19E+05 

1.08E4O8 

100 

6.39E+04 

7.22E+05 

1.09E+08 

110 

6,41 E+04 

7.25E+05 

1.09E+08 

120 

6.44E+04 

7.28E+05 

1.10E+O8 

130 

6.46E+04 

7.30E+05 

1.10E+O8 

140 

6.48E+04 

7.33E+05 

1.10E+08 

150 

6.50E+04 

7.35E+05 

1.11E+08 


Tabelle 5a (fortgesetzt) 


GF 

Thrombo 

Lympho 

CD34+ 

60 

3.04E+06 

3.75E+04 

7.65E+03 

70 

3.07E+06 

3.78E+04 

7,71 E+03 

80 

3.09E+06 

3.80E+04 

7.75E+03 

90 

3.11E+06 

3.82E+04 

7.80E+03 

100 

3.12E+06 

3.84E+04 

7.83E+03 

110 

3.14E+06 

3.86E+04 

7.87E+03 

.120 _ 

_3,15E+06_ 

3.87E+0.4. 

7.90E+03- 

130 

3.17E+06 

3.89E+04 

7.93E+03 

140 

3.18E+06 

3.90E+04 

7.95E+03 

150 

3.19E+06 

3,91 E+04 

7.98E+03 


Tabelle 6 


Leukozytenwerte 


PNC — Anteil 


PNC—Anteil 


Abweichung 


Abweichung 


HSmtokrit fur TrP- 
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Tabelle 6 (fortgesetzt) 



Leukozytenwerte 

pro/Mikroliter 

Range 

PNC —Anteil 

PNC —Anteil 

Abweichung 
Hamatokrit (Labor) 

Abweichung 
Hamatokrit n. 
Berechnung 

Hamtokrit fur TrP- 
Vat 



PNC < 2500 


3% 

-0,75% 

[(Hkt* 103) *99,25] 




2500 > PNC 

-3% 

5% 

[(Hkt*97)*105] 


5000 — 10000 






10 


PNC < 6000 


3% 

-5,50% 

[(Hkt*103)*94,5] 




PNC < 9000 

-3% 

7,5% 

[(Hkt*97)*107,5] 


“10000=15000“ 






15 


PNC<10000 


3% 

-5,5% 

[(Hkt*103)*94,5] 




PNC < 13000 

vO 

O'* 

CO 

7,5% 

[(Hkt*97)*107,5] 


15000 — 20000 








PNC<15000 


3% 

-5,5% 

[(Hkt*103)*94,5] 

20 



PNC < 19000 

-3% 

7,5% 

[(Hkt’97)*107,5] 


20000—25000 








PNC<19000 


3% 

-5,50% 

[(Hkt*103)*94,5] 

25 



PNC <21000 

-3% 

7,5% 

[(Hkt*97)*107,5] 


25000—30000 








PNC<24000 


3% 

-5,50% 

[(Hkt*103)*94,5] 




PNC < 26000 

-3% 

7,5% 

[(Hkt*97)*107,5] 

30 

30000—35000 








PNC<27000 


3% 

-5,5% 

[(Hkt*103)*94,5] 




PNC<29000 

-3% 

7,5% 

[(Hkt*97)*107,5] 

35 

35000 — 40000 








PNC<33000 


3% 

-5.50% 

[(Hkt*103)*94,5] 




PNC<37000 

-3% 

7.5% 

[(Hkt*97)*107,5] 


40000—45000 






40 


PNC<38000 


3% 

-5,50% 

[(Hkt*103)*94,5] 




PNC<42000 

-3% 

7,5% 

[(Hkt*97)*107,5] 


45000 — 55000 






45 


PNC<40000 


3% 

-5.50% 

[(Hkt*103)*94,5] 




PNC>43000 

-3% 

7,5% 

[(Hkt*97)*107,5] 


so 


S5 


[0009] Zur Berechnung des Exponentenfaktors „ b „ von TrPVat m |/ min ist GF m |/ m i n notig. 

, bl * GF (ml/mtn) 

b TrPVat = m 1 ; e 

( 17 ^ und b! sind konstante Faktoren, die bei der Gewinnung der definiertern Zellkomponenten verschieden sind) 
[0010] Zur Berechnung der Konstanten „ a „ von TrPVat^i/mjn ist GF m |/ min notig. 

, . — b2 * GF(ml/min) 

a TrPVat - m 2 e 

(m 2 und b 2 sind konstante Faktoren, die bei der Gewinnung der definierten Zellkomponenten verschieden sind) 
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3. SammelvolumenfluBberechnung = S VF (ml/min) 

(Anhang Seite 43 ; Graphik 4) 

Zur Berechnung des Sammelflusses S VF der verschiedenen Zellkompo-nenten wurde die Volumenstromgeschwin- 
digkeit, die Zellkomponenten-volumenanderung, die veranderte Anzahldichte und TrPVat m |/ min , welche durch die 
Zentrifugalkraft bedingt ist, berucksichtigt. S VF wird durch die Formel 3 gekennzeichnet 
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Formel 3 


Svf (ml/min) = [(In(Korr.Hkt) * Ai) - (A 2 * e - M •koh.mm. j j 


A i = mi * e < bSVM) * * 
^ GF ml/mln) 


( m i und bS VF1 sind konstante Faktoren, die bei der Gewinnung der definiertem Zellkomponenten verschieden 
so sind) 


25 


30 


A 2 = m 2 * e < bsVF2 >*« 

^ GF ml/min) 

(m 2 und bS VF2 sind konstante Faktoren, die bei der Gewinnung der definierten Zellkomponenten verschieden sind) 

b 3 = ma * e (bSVF3) ' * 

^ GF ml/min) 


( m 3 und bS VF3 sind konstante Faktoren, die bei der Gewinnung der definierten Zellkomponenten verschieden sind) 

F = Korrekturfaktor 

Fur GesamteinlaBflusse <123 ml/min bzw. < 51 ml/min betragt er — 0,2; 
fur GesamteinlaBflusse 123—51 ml/min + 0,2 

Volumenveranderung von Zellkomponenten bei bestimmten Volumenein-laBgeschwindigkeiten (ml/min), auf der 
Grundlage definierter Winkelgeschwindigkeiten (az AI und az A4) bei konstantem Trennungsoptimierungsfaktor 
gleich Separationsfaktor. 


Tabelle 7a 


GF 

p 

Thrombo 

1 vmnhn 

—j . . r . ■ — 

CD 34+ 

ml/min 

N/m 2 

bar 

dcm 3 

dcm 3 

dcm 3 


1,01E+05 

0,9807 

1.2000E-14 

7.2000E-14 

1.0000E-13 

21 

1.98E+05 

1,9756 

1.1999E-14 

7.1997E-14 

9.9995E-14 

31 

2.97E+05 

2,9659 

1.1999E-14 

7.1993E-14 

9.9990E-14 

41 

3.95E+05 

3,9546 

1.1998E-14 

7.1990E-14 

9.9986E-14 

51 

4.95E+05 

4,9469 

1.1998E-14 

7.1986E-14 

9,9981 E-14 

62 

5.94E+05 

5,9367 

1.1997E-14 

7.1983E-14 

9.9976E-14 

72 

6 94E+05 

6 9351 

1 1Q97F-14 

7 1Q7QP.1il 

a QQ71C 4 A 


Tabelle 7a (fortgesetzt) 


GF 

P 

Thrombo 

Lympho 

CD 34+ 

ml/min 

N/m 2 

bar 

dcm 3 

dcm 3 

dcm 3 

82 

7.92E+05 

7,9239 

1,1996E-14 

7.1976E-14 

9.9966E-14 

92 

8,91 E+05 

8,9093 

1,1995E-14 

7.1972E-14 

9,9961 E-14 

103 

9.90E+05 

9,9038 

1.1995E-14 

7.1969E-14 

9.9957E-14 

113 

1.09E+06 

10,8998 

1,1994E-14 

7,1965E-14 

9.9952E-14 

123 

1.19E+06 

11,8902 

1.1994E-14 

7,1962E-14 

9.9947E-14 

IKUi 


J2,8682_ 

1.1993E-14 

7.1959E-14 

9.9942E-14 





144 

1.39E+06 

13,8561 

1,1993E-14 

7,1955E-14 

9.9937E-14 

154 

1.49E+06 

14,8507 

1,1992E-14 

7.1952E-14 

9.9933E-14 


Tabelle 7a 


GF 

P 

Mono 

PNC 

Ery 

ml/min 

N/m 2 

bar 

dcm 3 

dcm 3 

dcm 3 


1,01 E+05 

0,9807 

1.3300E-13 

2.4000E-13 

9.2000E-14 

21 

1.98E+05 

1,9756 

1.3299E-13 

2.3999E-13 

9.1995E-14 

31 

2.97E+05 

2,9659 

1.3299E-13 

2.3998E-13 

9,1991 E-14 

41 

3.95E+05 

3,9546 

1.3298E-13 

2.3996E-13 

9.1986E-14 

51 

4.95E+05 

4,9469 

1.3297E-13 

2.3995E-13 

9.1982E-14 

62 

5.94E+05 

5,9367 

1.3297E-13 

2.3994E-13 

9.1977E-14 

72 

6.94E+05 

6,9351 

1.3296E-13 

2.3993E-13 

9.1972E-14 

82 

7.92E+05 

7,9239 

1.3295E-13 

2.3992E-13 

9.1968E-14 

92 

8,91 E+05 

8,9093 

1.3295E-13 

2,3991 E-13 

9.1963E-14 

103 

9.90E+05 

9,9038 

1.3294E-13 

2.3989E-13 

9.1959E-14 

113 

1.09E+06 

10,8998 

1.3294E-13 

2.3988E-13 

9.1954E-14 

123 

1.19E+06 

11,8902 

1.3293E-13 

2.3987E-13 

9.1950E-14 

133 

1.29E+06 

12,8682 

1.3292E-13 

2.3986E-13 

9.1945E-14 

144 

1.39E+06 

13,8561 

1.3292E-13 

2.3985E-13 

9.1940E-14 

154 

1.49E+06 

14,8507 

1.3291E-13 

2.3983E-13 

9.1936E-14 


4. ACD — Maschinen—Geschwindigkeit ml/min 
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Formel 4 

ACD ml/h = M = BF * 2,5 % 


=> BF : ACD = 40 : 1 


10 

Dadurch erhait der Spender deutlich weniger Antikoagulanz und somit treten weniger Nebenwirkungen auf. 

5. ACD - Perfusor- Geschwindigkeit ml/h 
is ist gekennzeichnet durch 


Formel 5 

Perfusorgeschwfndigkeit ml/h = P = Svf * 250 % 


Dadurch wird gewahrleistet, daR in dem gesammelten statischen Praparat gezielt ausreichend Antikoagulanz 
25 vorhanden ist. 

6. ACD - Konzentration (K) im Praparat 
ist gekennzeichnet durch 

30 

Formel 6 

K : ACD = (Svf ml* 250 % + S V f ml * 2,5 %) 

35 =>K: ACD =15:1 


40 Eriauterung zur Verfahrenstechnik - Verbesserung bei Verander-ungen der spez. Proteinkonzentrationen im 
Blutplasma 

[0011 ] Werden die zelluiaren Elemente des Blutes durch Zentrifugation abgetrennt, so erhait man eine proteinhaltige 
Flussigkeit, das Blutplasma. Der gewonnene Uberstand des geronnenen Blutes ist das Blutserum. 

45 [0012] Blutplasma ist ein komplexes Gemisch aus Glyko- und Lipoproteinen. Der Gesamtproteingehalt des Plasmas 

betragt 6 —8 g/IOOml. Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Auswahl uber die Molekulargewichte bzw. der Konzentra- 
tionen im Plasma/Serum, welche den groBten Anteil einnehmen. 

so Tabelle 8 


Element 

Molekulargewicht 

Konzentration 

Svedberg 

Dichte 

d 


10' 3 

g/dcm 3 

10' 13 s 


nm 

IgG 

143-149 

9-15 

7 S 



IgA 

158-162 

1,4-2,6 

7 S 



igM 

800-950 

0.7-1,8 

19 S 




16 
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Tabelle 8 (fortgesetzt) 


Element 

Molekulargewicht 

Konzentration 

Svedberg 

Dichte 

d 


10‘ 3 




nm 

a 2 -Makroglobulin 

820 

2,6 




Fibrinogen 

341 

2-3 




Haptoglobin 

100 

1.7 




P-Lipoproteine (LDL) 

3200 

0,34 


1,000 -1,063 

.15-25 

Lipoproteine (VDL) 

5000 

0,8 


0,94-1,006 

30-70 

a-Lipoproteine (HDL) 

200 

3 


1,063 -1,210 

7-10 


75 [0013] Erkrankungen, die eine Erhohung der Akute-Phase-Proteine verursachen und/oder mit einer monoklona- 

len/polykionalen Immunglobulinver-mehrung bzw. Immunkomplexvermehrung einhergehen, verandern: 

1 . die dynamische Viskositat r| des Mediums, Plasma/Serums 

2. sie konnen sich je nach GroBe des Molekuls, der Sedimentationsgeschwindigkeit und Konzentrationserhohung 

20 (g/l) zwischen die zu sammelnden Zellkomponenten schieben und damit eine Proteinschicht bilden, welche eine 

Sammlung von unerwunschten Zellkomponenten z.B. bei der Stammzellsammlung (CD34+) die „Kontamination" 
mit polymorphkernigen Zellen deutlich erhoht. 

7. Verfahrensverbesserung 

25 Um annahernd normale physiologische Plasmaproteinkonzentrationen zu erhalten, welche zur optimalen 

Gewinnung spez. Zellkomponenten Voraussetzung sind, mussen die o.g. Proteinkonzentrationserhohungen elimi- 
niert werden. Dies wird erreicht, indem das Blut des Spenders einem konventionellen Plasmaaustauch (TPE = 
Therapeutic Plasma Exchance) unterzogen wird. Durch den TPE wird das Plasma von den zellularen Bestandtei- 
len mittels der Zentrifugenapheresemaschine, insbesondere von den Plasmaproteinen getrennt, welche verworfen 
30 und kontinuierlich durch eine humane Proteinlosung isovolumetrisch ersetzt werden. Das „gereinigte Plasma wird 
dann mit den zellularen Komponenten gemischt, dem Spender reinfundiert Oder dem Zellaphereseverfahren unter¬ 
zogen und dann dem Spender reinfundiert. Hierzu sind zwei unterschiedliche Verfahrensweisen moglich: 

1. Das sequentielle Verfahren 

35 Oder 

2. das kombinierte Verfahren 

Beide Verfahren sind im Anhang auf Seite 44 durch FluB - Diagramme gekennzeichnet. 

8. Technische Veranderungen bzw. Verfahrenstechniken 
40 ErlSuterungen zu Skizze 1 (Anhang Seite 45) 

Skizze 1 kennzeichnet die gesamten Veranderungen bzw. Verfahrenstechniken im Uberblick 
Bevor die entsprechenden Verfahren gestartet werden kOnnen, mussen auBer den ublichen Hard-Software-Kon- 
trollen, die Aphereseschlauchsysteme entluftet werden. Dieser Fullvorgang geschieht gegenwartig durch eine phy¬ 
siologische Kochsalzlosung = B 1 (Na Cl 0,9%). Uber einen an B 1 konnektierten Schlauch, welcher an den 
45 Entnahmeschlauch (Inlet-Line) zur Maschine fuhrend, angeschweiBt ist, wird uber die Pumpe P 1 die Losung in 
das eingelegte Schlauchsystem infundiert. Am Ruckfuhrungsschlauch (Outlet-Line) von der Maschine kommend, 
ist ein an B 1 konnektierbarer Entluftungsschlauch angeschweiBt. Inlet-Outlet-Line bilden somit einen geschlosse- 
nen Kreislauf. Die zu entfernende Luft des Schlauchsystems wird in den Beutel B 4 gepumpt, dadurch wird eine 
Kontamination der Flussigkeit mit Luftpartikeln weitgehend ausgeschlossen. Nach AbschluB des Full- und Spulvor- 
50 ganges wird sowohl Inlet- und Outlet- Line mit einer RollkJemme verschlossen. 

Wahrend des Aphereseverfahrens wird das entsprechende Blutgemisch uber die Inlet-Line und mittels P 1 zur 
Maschine gefuhrt. Vor Eintritt in die Zentrifugenkammer/Zentrifuge wird dem ..Gemisch" uber P 2 aus B3 in der 
Mischkammer (= MK1) Kammer in einem definierten VerhSItnis das Antikoagulanz (ACD) [100 ml ACD enthalten 
2.2 g wasserhaltiges Natriumzitrat, 730 mg wasserfreie Zitronensaure und 2,45 g wasserhaltige Glukose] in der 
55 Regel im Verhaltnis BlutfluB:ACD von 1:10-15, zur Verhinderung der Koagulation des Gemisches zugefuhrt. 

9. Technische Neuerung - Veranderung 1 (Skizze 1 Seite 45) 

Die technische Veranderung 1 ist durch das AnschweiBen eines an den Behaiter B 2 konnektierbaren Schlau- 
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ches (Detailskizze Anhang Seite 47 u. 48) uber eine „Y-Verbindung" (inlet-line), durch den zusatzlichen Beutel B 2 
und dessen Inhalt gekennzeichnet. In dem Behaltnis B 2 befindet sich eine 5%-ige Humanalbumin-Losung. Mitdie- 
ser Losung wird das Apheresesystem primar gespult, und wie oben beschrieben entluftet. Nach einer Einwirkzeit 
. von 5 -10 Minuten des Humanalbumins folgt dem primaren Schritt ein weiterer wie oben beschriebener Spulvor- 
5 gang mit physiologischer Kochsatzlosung (NaCI 0,9%) um den groBten Teil der primaren Losung wieder zu entfer- 
nen. 

Bei der Primarspulung sind die Ventile der inlet-outline-line (Rasterklemme) unterhalb von B 1 geschlossen, die 
von B 2 (Rollklemme und Rasterklemme) geoffnet. Bei der Sekundarspiilung ist das Ventil der inlet-line unterhalb 
von B 1 geoffnet, das von B 2 geschlossen. Das outlet-Ventil (Rasterklemme) von B 2 ist wahrend der sekundaren 
io Spulung, solange geoffnet wie bei der Primarspulung Volumen verwendet wurde. Das von B 1 ist fiir das gleiche 
Zeitintervall geschlossen, volumen-gesteuerte SchlieBung und Offnung. Nach Erreichen des Volumens wird ein 
akustisches Signal ausgelost, welches den Operator zur Offnung und SchlieBung der genannten Ventile auffordert. 

-Damit wird weitgehend das-Humanalbumin-zuruck nach B 2 befordert--- 

Der Sinn der primaren Spulung mit 5%-iger Humanalbumin-Losung ist es die bekannten Adherierungskrafte wei¬ 
rs che Plastikoberfiachen auf zellulare Bestandteile ausuben, wenn diese mit ihnen in Kontakt treten, zu minimieren 
sowie deren Aggregation weitgehend zu verhindern. Zur Minimierung dieser Interaktionen, sind Humanalbumin- 
Molekiile sehr gut geeignet, coating von Plastikschlauchsystemen. Durch diese Primar-spulung/Entluftung wird der 
Verlust von zelluiaren Bestaridteilen bei den Zellaphereseverfahren, welche durch „Plastik" - Schlauchsysteme in- 
duziert werden, deutlich reduziert. 

20 

10. Technische Neuerung - Veranderung 2 (Skizze 1 Seite 45) 

Die technische Veranderung 2 ist durch das AnschweiBen eines an P 5 konnektierbaren Schlauches, uber 
eine „Y-Sch!auchverbindung", in den Sammelschlauch, der uber P 4 zu B 5 fuhrt, gekennzeichnet (Detailskizze 
Anhang Seite 48 u. 49). 

25 Der direkte Weg aus der Zentrifugenkammer uber P 4 nach B 5 ist die Sammellinie fur die definierten Zellkompo- 
nenten. Unterhalb von der „Y-Verbindung” von B 5 und P 5 befindet sich ein Ventil, das wahrend des Sammelvor- 
ganges geoffnet ist, wahrend das Ventil oberhalb von P 4 geschlossen ist und umgekehrt. Uber den von P 5 
kommenden Schlauch wird wahrend des Sammelvorganges eine definierte Menge ACD pro Zeiteinheit, welche 
durch das Sammelvolumen pro Zeiteinheit (ml/min) definiert ist, dem Sammelvolumen direkt zugemischt. Hier- 
30 durch wird zum Einen eine gezielte Antikoagulation (volumengerecht z.B K : ACD = 12 - 15: 1) fur das Produkt 
erreicht und zum Anderen die Menge des Antikoagulanz, welche z. B. ein potentieller Spender uber die Linie B3 
P 2 erhait, deutlichst verringert. Dies hat zur Folge, daB die Nebenwirkungen, welche von dem Antikoagulanz 
(ACD) bekannt sind auf ein Minimum reduziert werden, ohne daB das gewonnene Produkt, welches sich in einem 
statischen Gleichgewicht befindet, koaguliert. 

35 

11. Technische Neuerung - Veranderung 3 (Skizze 1 Seite 45) 

Die technische Veranderung 3 ist durch den Einbau einer zusatzlichen Pumpe bzw. eines Perfusors, wie in der 
Skizze 1 dargestellt, gekenn-zeichnet. Diese Pumpe wird uber ein Relais aktiviert, welches eine Verbindung zum 
Ventil unterhalb der „Y-Schlauchverbindung” von B 5 und P 5 besitzt. Bei Offnung des Ventils wird ein akustisches 
40 Signal ausgelost, dieses fordert den Operator auf die Pumpe P 5 zu aktivieren. Durch das vorher definierte Volu- 
men/Minute, wird uber den Schlauch der von P 5 lauft Antikoagulanz, berechnet nach Sammelvolumen welches 
durch die Pumpe P 4 nach B 5 befOrdert wird, hinzugemischt. Damit kann eine genaue Antikoagulation Millili- 
ter/Zeiteinheit dem definierten Produkt in B 5 zugefuhrt werden. 

45 12. Technische Neuerung - Veranderung 4 (Skizze 1 Seite 45) 

Die technische Veranderung 4 ist durch das AnschweiBen eines an den Behalter B 2 konnektierbaren Schlau¬ 
ches (Detailskizze Anhang Seite 46 u. 47) uber eine „Y-Verbindung" (out-line) gekennzeichnet. Wahrend des Pri- 
marspulvorganges ist das outlet-Ventil (Rasterklemme) durchgehend geoffnet. Dieses Ventil wird wahrend des 
sekundaren Spulvorganges nach den Eriauterungen auf Seite 32-33 geschlossen. Ober diese zusatzliche Linie 
so wird der notwendige geschlossene Kreislauf wahrend der Primarspulung geschaffen. 

13. Technische Verbesserung der Sammelpumpe P4 (Skizze 1 Anhang Seite 45) 

Die technische Veranderung der Sammelpumpe P 4 ist dadurch gekenn-zeichnet, daB diese Pumpe durch 
einen Riemenantrieb bewegt wird (Detailskizze Anhang Seite 50). Um eine mOglichst genaue Sammlung (0.1 
55 ml/min Intervalle) uber den Schlauch. welcher aus der Zentrifugenkammer uber P 4 nach B 5 (Sammelbeutel) 
fuhrt, zu erreichen, darf P 4 keine ruckartigen Bewegungen durchfuhren. Das Getriebe von P 4 muB uber sehr 
kleine Radbewegungen verfugen konnen um auch extrem kleine Volumen-Zeit-Einheiten, gemessen am Sammel- 
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gestattet. Ruckartige Oder diskontinuierliche Bewegungen bewirken, daB im Sammelschlauch Sogwirkungen 
entstehen, welche eine ubermaBige Kontamination mit unerwunschten Zellkomponenten in B 5 zur Folge haben 
und somit die Qualitat des Produktes verschlechtern. Ferner treten durch solche Sog-wirkungen Veranderungen 
des TrPVat m |/ min ein, welches eine Unterbrechung des Sammelvorganges zur Folge hat. P 4 wird uber ein Zahn- 
s radgetriebe, welches ein Rad an dem der Riemen, welcher die Verbindung zur Pumpe P 4 herstellt, angetrieben. 
Damit konnen ruckartige Bewegungen vermieden und kleinere Volumen pro Zeiteinheit transportiert werden. 

14. Im nachfolgenden wird dargelegt, daB fur eine spezifische Sammlung entsprechender weiBer Blutkdrperchen, 
Lymphozyten, Blutstammzellen und Monozyten, sowohl wahrend der Zellapherese als auch in einer nachgeschal- 
io teten Prozedur, spezifische, auf die jeweilige Zellkomponente ausgerichtete Sedimentationsbeschleuniger einge- 
setzt werden konnten. Diese muBten uber die in Tabelle 9a +9b angezeigten Naherungswerte verfugen. 


Tabelle 9a 



Dichte 

v sp 

K 

HDH 

Fur 

g/ml 


Nm' 2 


Lympho 

1,0587 

0,94457 

1.90784E+09 

5.24153E-10 

CD34+ 

1,0626 

0,94106 

1.90082E+09 

5.26088E-10 

Mono 

1,0846 

0,92207 

1.8623E+09 

5.3697E-10 


25 


30 


35 


Tabelle 9b 




D k 

RT 

Fur 

Nscm' 1 


J/mol 

Lympho 

1.750E-05 

2.347E-11 

2,4611E+01 

CD34+ 

2,159E-05 

1.902E-11 

2,4611E+01 

Mono 

1.759E-05 

1.865E-11 

2,4611E+01 


Die spezrfischen Sedimentationsbeschleunig r wurden dann als Makromolekule in Abhangigkeit von der 
zugefiihrten Konzentration, zum Einen, die entsprechende Zellkomponenten welche die groBere Sediment- ations- 
40 konstante besitzen in ihrer Sedimentation beschleunigen. Zum Anderen eine Grenzschicht zwischen diesen und 
der definierten Zellkomponente, welche gesammelt werden soil bilden, und damit die qualitative Sammlung weiter 
verbessern. 

15. In der Tabelle 10 wird dargelegt, welche Ergebnisse z.B. bei der Sammlung von Blutstammzellen erreicht wer- 
45 den, wenn der neu berechnete Trennungsoptimierungskoeffizient = T 0K angewendet wird. Dadurch wird der 
Thrombozytenverlust des Spenders im VerhSItnis zu den bisher verwendeten T 0K 's im Mittel urn 70%, die benotigte 
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Tabelle 10 
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16. Fur die spezifische Sammlung spezifischer wei(3er Blutkorperchen, namentlich von Lymphozyten, Monozyten 
und ProgentiorBlutstammstellen werden bekanntermaRen spezifische Aufreinigungsfahren, Purging-Verfahren, 

35 eingesetzt. Bei diesen Verfahren storen insbesondere die Monozyten in den Leukapherese-Produkten, da diese 
insbesondere viele Dynabeads binden und somit fur das eigentliche Purging nicht mehr zu Verfugung stehen. Im 
nachfolgenden wird dargelegt, daR das Apherese-Produkt fiber einen Schlauch (EinlaRseite) mit einem aus Silikon 
beschichteten Zylinder Oder einen aus Glas bestehenden Zylinder. mit einer Oberflache von > 600 cm 2 , eingefullt 
wird. Die jeweiligen Endseiten sind mit dem gleichen Material ausgestattet und verfugen uber einen Leuer- 
40 AnschluR. Dieser Zylinder befindet sich auf einem urn 360 Grad beweglichen Stativ 2 Umdrehung pro Minute, 
wobei innerhalb des Stativs der Zylinder ebenfalls im 360 Grad mit einer Geschwindigkeit von 4 Umdrehungen pro 
Minute bewegt wird. Das Apherese-Produkt wird dadurch gut suspendiert, so daR die Monozyten auf der Oberfla¬ 
che adharieren kdnnen. Die Inkubationszeit betragt 30 Minuten. Am Ende der Prozedur wird das Produkt uber 
einen konnektieren Schlauch (AuslaRseite) in einen entsprechenden Beutel uberfuhrt und kann dem Purging-Ver- 
45 fahren zugefiihrt werden. 

17. Im nachfolgenden wird dargelegt, daR die unter Punkt 16 an die Zylinder-Oberflache adharierten Monozyten 



N 

Minimum 

Maximum 

Mean 

Std. Deviation 

Blutvolumen 

155 

3469 

6900 

4823,89 

860,98 

Proz.-Volumen 

155 

3033 

39025 

24119,92 

7073,04 

Proz.-Zeit-Min 

155 

50 

282 

180,81 

39,39 

ACD-Verbrauch 

155 

77 

1380 

650,55 

201,14 

Sammel-Volumen 

158 

50 

400 

224,35 

66,06 

_Thrombo-VorApherese- - - 


1.6E+02- 

- 6;8E+05 

—1-5E+05- 

—l’OE+05 _ 

Thrombo-Nach-Apherese 

126 

1.2E+04 

5.6E+05 

1.4E+05 

9.4E+04 

Thrombo-Verlust 

151 

-2.2E+04 

3.2E+05 

3.6E+04 

5.9E+04 

Thrombo-Verl.-Proz * 100 

115 

,0100 

,1830 

,107202 

8.45E-02 

Leuko-Kons.-Absolut 

158 

,0000 

2.8E+11 

2.7E+10 

2.7E+10 

MNC-Konz.-Absolut 

156 

,0000 

2.1E+11 

1.7E+10 

1.9E+10 

MNC-Konz.-Proz. 

139 

75 

100 

91,71 

7,94 

CD34+/kg 

110 

O.OE+OO 

2.7E+07 

3.2E+06 

4.5E+06 

Thrombo-Konz./100 ml 

156 

,0000 

2.4E+11 

3.0E+10 

3.7E+10 

Thrombo-Konz.-Absolut 

156 

,0000 

3.8E+11 

6.3E+10 

7.2E+10 


N 

Minimum 

Maximum 

Mean 

Std. Deviation 

Hamatokrit 

141 

,000 

,130 

5.43E-02 

1.89E-02 

Ery.-Konz.-Absolut 

156 

,0000 

4.3E+11 

1.1E+11 

7.6E+10 
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Anhang 

n = Anzahldichte (z.B. Thrombozyten 300 * 10 3 /jil) 
o = Anzahldichte bei Start => n 0 

r = Anzahldichte bei definierten Umdrehungsgeschwindigkeiten der 
Zentrifuge => n r 

M = Masse des Makromolekuls _ 

m — Mmolar^ Na ^ Mmolar ~ HI Na 

N a = Avogadro-Zahl 6,0220921 * lO^mol' 1 
k = Boltzmann-Konstante 1,380658 * 10' 23 J/K (K = Kelvin) 

T = Absolute Temperatur Kelvin (tc/(°C + 273) (abs. Nullpunkt = -273 K) 

D = Diffusionskoeffizient => D = kT If 

/r = Reibungskoeffizient => / R = 6 it r n 

r K = Radius des Elementes (z.B. Thrombozyten = 1,38 * 10‘ o6 m) 
r\ = dynamische Viskositat des stromenden Mittels 

fur Plasma 1,73 * 10 -3 Ns m' 2 (bei 23°C bzw. 296 K) 

[von 23°C bis 30°C 0,032857142 10- 3 Ns m' 2 /°C] 
fur Plasma 1,50 * 10^ Ns m‘ 2 (bei 30°C bzw. 306 K) 

[von 30°C bis 37°C 0,028571428 10‘ 3 Ns m‘ 2 /°C] 
fiir Plasma 1,30 * 10' 3 Ns irf 2 (bei 37°C bzw. 313 K) 

fur Serum 0,94 * 10' 3 Ns m‘ 2 (bei 23°C bzw. 296 K) 

[von 23°C bis 30°C 0,02 10' 3 Ns m’ 2 /°C] 
fur Serum 0,80 * lO' 5 Ns m 2 (bei 30°C bzw. 306 K) 

[von 30°C bis 37°C 0,015 10‘ 3 Ns m 2 /°C] 
fur Serum 0,695 * 10' 3 Ns m' 2 (bei 37°C bzw. 313 K) 
fur Blut 4,00 * 10‘ 3 Ns m' 2 (bei 23°C bzw. 296 K) 
ok= Dichte des Korpers (z.B. Thrombozyt 1,040 kg dcm* 3 ) 
on = Dichte des stromenden Mediums (z.B. Plasma 1,030 kg dcm -3 ) 
v = Geschwindigkeit des Elementes (m/s) 

Fvk = Fullvolumen des Zentrifugenkanals 


55 
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V = Volumen des Korpers bzw. Elementes (dcm * 10 3 = Liter) 

m = Masse des Elementes bzw. Korpers (m = V * a = kg) 

g = Erdbeschleunigung = 9,81 m/s 

G = Gravitationskonstante 6,6726 * 10' 12 m 3 kg' 1 s* 2 

tz = Tmax Abstand vom Zentrum der Rotation 

fzstA(Ery) = Abstand vom Zentrum der Rotation Au ft wand des Kanals 

r z stM(Ery)^Abstand_vom Zentrum der-Rotation zur-Mittelwand des Kanals 

rzsti(Ery) = Abstand vom Zentrum der Rotation zur Innenwand des Kanals 
twbca = Abstand vom Zentrum der Rotation zur Auftenwand des Kanals 

rwecK = Abstand vom Zentrum der Rotation des Konus im Kanal 
rwBcw = Abstand vom Zentrum der Rotation zur Innenwand des Kanals 
rTkrPiA = Abstand vom Zentrum der Rotation zur Auftenwand des Kanals 

rTkrPii = Abstand vom Zentrum der Rotation zur Innenwand des Kanals 
Ery = Erythrozyt 

WBC = white blood component (z.B. Monozyten Oder Blutstammstellen) 

TkrPI = Thrombozytenreiches Plasma 

Tk = Thrombozyt 

a, = Zentripetalbeschleunigung 

a r = r * (a 2 = r * (2 nf) 2 

© = Winkelgeschwindigkeit = 2nf{f = Umlauffreqenz = 
Umdrehungszahl/60) [s' 1 ) 

a z = Zentripetalkraft => a z = m * r * o 2 = m * r * (2 1 iff 
RT= N A * k * T 

kT= thermische Konstante J K 

p = Druck - 1 N/m 2 -1 Pascal = 10' 5 bar (1 Newton - kg m/s 2 ) => 

1 bar = 10 5 Pa 
1 at = 0,980665 bar 
1 atm = 1013,25 mbar 
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Graphik 1 
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Graphik 2 
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In den Graphiken 1 und 2 ist der Unterschied zwisch n den 
aktuellen Umdrehungsgeschwindigkeiten, welche fur alle 
ZufluBvolumen gleich sind und den neu berechneten dargestellt. 

In den Graphik 3 und 4 sind in Abhangigkeit von den Einlaliflussen, 
dem Hamatokrit und der Anzahldichte der Komponenten, die 
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Sammelfluflvo lumen Blutstammzellsammlung in Abhangigkeit vom Hfimatokrit 
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Fluft — Diagramm 1 
Sequentielles Verfahren 


10 

Spender 






Spender 


FlufS — Diagramm 2 
Kombiniertes Verfahren 


A2 



Apheresemaschine 2 
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Zellapherese 
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Detailskizzen fur die zusatzlichen Schlauche und Beutelanschlusse 
Zu Punkt 12 


Die technische Veranderung 4, ist gekennzeichnet durch eine Schlauch- 
verbindung fur die Entluftung uber den RiickfluBschlauch zu B 1 bzw. B 2 
iiber MK 2, wie im nebenstehenden Kasten (Neu) dargestellt 



VonMK2 


Anstecknadel zur Losungsruckfuhrung (Teil B) und Tropfkammer (Teil A) 


Schlauch 


Rasterkemme (Teil C) 


Schauch 



Zu Punkt 9 

Die technische Veranderung 1, ist gekennzeichnet durch eine Schlauch- 
verbindung zu B1 bzw. neuen B 2, wie im nebenstehenden Kasten (Neu) 
dargestellt. 

Von B 1 (NaCI 0, 



a 

Nach PI 


Rollklemme (Teil F) 

Schlauch 
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Ansteckverbindung zur Losungsentnahme (Teil D) und Tropfkammer 
(Teil E) 


Schlauch 



TerlE Teil D 

Zu Punkt 10 

Die technische Veranderung 2, ist gekennzeichnet durch eine Schlauch- 
verbindung zu B 5 und zur Perfusorpumpe, wie im nebenstehenden 



U 


Von P5 


55 




Leuer-Anschlufi (Teil G) am Ende von Schlauch A zur Konnektierung 
z.B. Perfusorspritze 


Versch luflkappe 



Detailskizze kennzeichnet Riemenantrieb der Pumpe P 4 (=Sammelpumpe) 
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Motor fur Zahnradantrieb 
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Zentrifugalkraft in Abhangigkeit vom Drehachsenabstand der Zentrifuge 
Tabellell _ _ 


az A1 

az A2 

az A3 

az A4 

Zentrifugalkraft 

Zentrifugalkraft 

Zentrifugalkraft 

Zentrifugalkraft 

100 

99 

102 

96 

150 

148 

153 

144 

199 

196 

2Q3 

191 

249 

246 

254 

238 

299 

295 

305 

286 

350 

344 

356 

334 

399 

393 

406 

382 

450 

444 

458 

430 

499 

492 

508 

477 

549 

541 

559 

525 

599 

590 

610 

573 

649 

640 

661 

621 

700 

690 

713 

669 

750 

739 

764 

717 

800 

788 

814 

765 

849 

836 

864 

811 

899 

886 

915 

860 

949 

935 

966 

907 

999 

985 

1018 

956 
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az A1 

az A2 

az A3 

az A4 

Zentrifugalkraft 

Zentrifugalkraft 

Zentrifugalkraft 

Zentrifugalkraft 

1049 

1034 

1068 

1003 

1100 

1084 

1120 

1052 

1149 

1133 

1170 

1099 

1200 

1182 

1222 

1147 

1249 

1230 

1271 

1194 

1299 

1280 

1322 

1242 

1349 

1330 

1374 

1290 

1398 

1378 

1424 

1337 

1448 

1427 

1474 

1385 

1499 

1477 

1526 

1433 

1547 

1524 

1575 

1479 

1599 

1576 

1628 

.1529 

1649 

1625 

1679 

1577 

1697 

1672 

1728 

1623 


Patentanspruche 

45 

1. Verfahren zur Sammlung von spezifischen Blutkomponenten bei kontinuierlichen, laminaren StromungsverhSItnis- 
sen, wobei dem Patienten mittels einer ersten Leitung Blut entnommen und einer der Separation der Blutkompo¬ 
nenten dienenden Zentrifuge zugefuhrt und uber eine Ruckfuhrleitung dem Patienten Blut mit der Entnahme- 
ZufluBrate zuruckgefuhrt wird, wobei die Separation bestimmt wird durch den Geometriefaktor der Zentrifuge, 

so durch die Rotationsgeschwindigkeit der Zentrifuge und die Positionierung der Entnahmeleitung an der Zentrifuge, 
und wobei charakteristisch fur die Separation einzelner bestimmter Blutkomponenten ein Trennungsoptimierungs- 
koeffizient T OK ist, dadurch gekennzeichnet, daB zur Sammlung von Blutstammzellen bzw. mononuklearen Zel- 
len der Trennungsoptimierungskoeffizient Tok zwischen 140 und 190, vorzugsweise bei ca. 176 liegt, und/oder daB 
bei Sammlung von Thrombozyten bei BlutfluBgeschwindigkeiten zwischen 30 und 100 ml/min der Trennungsopti- 

55 mierungskoeffizient zwischen 600 und 700, vorzugsweise bei ca. 649 liegt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei vor der Blutentnahme von einem Patienten das Schlauchsystem mit einer in 


EP 0 976 414 A2 




stem zu entfernende Luft in einen Behalter B4 gepumpt wird, und wobei bei Beginn der Blutentnahme uber eine 
erste Pumpe PI das Blutdes Patienten entnommen und in einer Mischkammer MK1 in einem definierten Verhalt- 
nis mit einem Antikoagulanz versetzt wird, dadurch gekennzeichnet, daft ein zusStzlicher Behalter B2 mit 
Humanalbumin-Lbsung parallel geschaltet zum Behalter B1 mit physiologischer Kochsalzlosung angeordnet wird, 
5 wobei zunachst eine Primarspulung mit diesem Humanalbumin und anschlieftend in an sich bekannter Weise eine 

Spulung mit physiologischer Kochsalzlosung vorgenommen wird, wobei der Groftteil der Losung der Primarspu¬ 
lung entfernt wird. 

3. Vertahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft das fur die Primarspulung verwendete Humanalbu- 
io min in den Behalter B2 zuruckgepumpt wird. 

4. Vertahren, insbesondere nach Anspruch 1 Oder 2, wobei die separierten definierten Blutkomponenten aus der 
Kammer der Zentrifuge uber eine Pumpe P4 abgepumpt und einem Sammelbehalter zugefuhrt werden, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Pumpe P4 eine Abzweigung nachgeordnet ist, die einerseits in den Sammelbehalter B5 

is fur die separierten Blutkomponenten fuhrt und in die andererseits die von einer zusatzlichen Pumpe P5 kommende 
Leitung einmundet, wobei uber die Pumpe P5 wahrend des Sammelvorgangs ein Antikoagulanz zugefuhrt wird, 
wobei gleichzeitig die dem Patienten zugefiihrte Menge an Antikoagulanz reduziert wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die Dosierung des uber die Pumpe P5 zugefuhrten 

so Antikoagulanz in Abhangigkeit von dem Sammelvolumen zugefuhrt wird, welches von der Pumpe P4 aus der Zen- 

trifugenkammer zum Sammelbehalter B5 gepumpt wird. 

6. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 5, umfassend eine Pumpe P4 zum 
Abpumpen der separierten Blutkomponenten aus der Zentrifugenkammer zu einem Sammelbehalter B5, dadurch 

25 gekennzeichnet, daft die Pumpe P4 uber einen Riemenantrieb angetrieben ist. 
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1. Centrifuge rotational speed (RPM) 

(Graphics 1 and 2) 


In order to receive an optimal collection from specific cell components, the above 
mentioned physical and biophysical realizations were consulted. It is to be considered 
necessarily the number density mu 1 and/or /ml within the centrifuges so that an optimal 
relationship of the cell components which can be collected to that to collecting cell 
components is not present, here must in particular the sedimentation speeds of the individual 
components, as well as the time, they are exposed to which the centrifugal energy, be 
considered. Generally 


G = r*[Umin ‘/1000] 2 *l 1,18 m s 2 - 
\ = r*w 2 = r * (27tf) 2 => 

az = m * r * (0 2 = m * r * (2 tt; f) 2 for the centrifugal effect. 


For the centrifugal effect of a centrifuge, distance of the Zentrifugenchase constantly, 
the g-number and the centrifuge duration stand in reciprocal relationship, so that with 
doubling of the centrifuge duration the g-number can be halved and in reverse. The factor 
11 18 m s 2 is derived from acceleration due to gravity. In order to reach this optimization, 
must o.g. Forces and speeds, which prevail within the centrifiige, to be determined as exactly 
as possible, from which a separation optimization coefficient - T 0K or also separate ion factor 
SF for the respective cell components which can be collected can be determined. 


T ok = [r * (2n:f) 2 * t * Fv K * l/t]/[GF/g] 


1 1 The collection of Blutstammzellen and/or mononukleaeren cells MNZis 

characterized by it that their interval for T ok( mnz) = SF between [ 140-190 ] lies, preferably 
with 

Tok(mnz) = SF — 176. 

At present for the collection of these cell components mindest of values is 
recommended equal T Q k(mnz) = SF of [400-500] 500. 

1 2 The collection of Thrombozyten, at blood speeds between 30 and 100 ml/mm, is 
characterized by it that the interval for T OK(MNZ) = SF between [600-700] lies, preferably with 

Tok(mnz) = SF - 649. 

At present for the collection of this cell component minimum values are used equal 
Tok ( mnz) = SF of [1000-3700], 


Since the T 0K = SF is a constant, the revolution frequency (RPM) of the centrifuge 
depends and by the formula of 1 characterized on the total inlet (GF ml/min ), volume input 
(ml/min) into the respective centrifuge chamber - 

RPM = a * GF bl (a and bl real numeric values, which are different with 


